
























































































































めに多孔性の向上を検討した．第 2 章にて得られた知見に基づき直径 15 nm の
シリカナノ粒子分散液の静電紡糸を行い鋳型としてメソ細孔を形成することで， 
1.33 cm3 /g と非常に高いメソ細孔容積をもつ静電紡糸不織布を開発した．  






















日間行った．運転 7 日目においてそれぞれ 62.7%，58.5%の酵素活性を保持して
いた．金メッキ不織布は電圧印加によるリサイクルを行っても固定化酵素の安
定性に悪影響は与えなかった． 
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第 1 章 序論 
1.1 静電紡糸不織布の特徴 
静電紡糸不織布は，数ナノメートルから数マイクロメートルの繊維径とその
100 倍以上の長さを持つ繊維が 3 次元的にランダムに絡まりあった微細繊維の
集合体である．従来のマイクロファイバー不織布と比較して，高い多孔性と体
積基準の比表面積を有しており幅広い分野で注目されている (Reneker and 
Chun 1996; Li and Xia 2004; Greiner and Wendorff 2007)．紡糸溶液の吐出口
を増やすことで大面積化が可能(Persano et al. 2013)であることから，工業的応
用に向けて盛んに研究が行われてきた(Burger et al. 2006)．これまでに，ろ過
膜(Gopal et al. 2006)，電子材料(Kim and Yang 2003; Song et al. 2004)，薬物
送達材料(Chakraborty et al. 2009)，創傷被覆材料(Jin et al. 2013)，組織工学に









et al. 2004)，セラミック(Yu et al. 2011)，金属(Song et al. 2004)がある．静電
紡糸法の課題は生産性が低いことであり (Persano et al. 2013)，この理由とし
て，溶液の供給速度を遅くしなければならないこと，針が詰まるため連続的な
紡糸が困難である (Li and Xia 2004; Jiang et al. 2013)ことが挙げられる．解決
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学(Zhu et al. 2011)，光学(Haynes and Van Duyne 2001)，触媒化学(Bell 2003)，




ノ粒子の担持が検討されてきた．例として，マイクロファイバー(Lu et al. 2007)，
メソポーラス材料(Linares et al. 2014)，マイクロゲル(Jones and Lyon 2003)，
リポソーム(Malam et al. 2009)，デンドリマー(Crooks et al. 2001)，炭素材料
(Guo et al. 2010; Yu et al. 2014)が報告されている．近年，静電紡糸不織布がナ
ノ粒子の担体として注目され盛んに研究が行われている．静電紡糸不織布に担
持したナノ粒子の利用法は大別すると，(1) ナノ粒子の担持を用いた静電紡糸不
織布表面への細孔形成， (2) ナノ粒子の触媒活性の利用の 2 つに分類される．
前者にはナノ粒子の担持のみによる細孔形成とナノ粒子を鋳型とした細工お形









なる．後者の応用として，これまでNi (Liu et al. 2009), Pd (Demir et al. 2004)，
Pt (Liu et al. 2011)，Ag (Shen et al. 2015)，Au (Fang et al. 2011)のナノ粒子
を静電紡糸不織布に担持し，それぞれの触媒活性を利用した不織布型触媒(Fang 




する反応の例として，グルコースの酸化反応 (Liu et al. 2009)，有機化合物の水
素化反応 (Demir et al. 2004)，ニコチンアミドアデニンジヌクレオチド，過酸
化水素センサーとしての応用(Huang et al. 2008)がある．さらに，ナノ粒子触媒









(1) 溶液にナノ粒子を分散し，紡糸することにより包括固定する手法 (Wang et 
al. 2007; Shi et al. 2009)と，(2)紡糸後に繊維表面または内部にてナノ粒子を合









強さに依存する(Fang et al. 2011)．静電紡糸法は，多種多様な材料を繊維化可
能であるため(Ramakrishna et al. 2006)，材料，溶媒，後処理法を選定するこ
とで，化学的または物理的手法を用いたナノ粒子の担持に適した官能基の導入
することによってナノ粒子の分散性を制御することが可能である(Wang et al. 





向上させるための重要な技術である(Mateo et al. 2007; Sheldon 2007)．酵素固
定化担体として，これまでに微粒子が主に検討されてきた．例として，酸化鉄
ナノ粒子(Johnson et al. 2008)，シリカ粒子(Wang and Caruso 2005)，高分子





織布への酵素の固定化が盛んに検討されてきた(Xu et al. 2013; Wang et al. 











術の改善による酵素活性の向上，安定化による活性の長寿命化(Kim et al. 2006; 


















本論文では，Fig. 1-1 のフレームワークに示すとおり，以下の構成で論ずる． 
第 2 章では， 静電紡糸不織布の生産効率の向上に関する検討と流通反応系へ
の応用を含む酵素固定化担体としての応用可能性について検討した． 







































第 2 章 静電紡糸不織布の生産効率の向上と固定化酵素への応用   
 




用を可能にする重要な技術として盛んに研究が行われている(Sheldon and van 
Pelt 2013; Rodrigues et al. 2013)．第 1 章にて述べたように，静電紡糸不織布




の応用が可能である (Wang et al. 2009; Sakai et al. 2008)． 
ポリビニルアルコール(PVA)は水溶性の合成高分子であり，静電紡糸不織布の
材料として固定化酵素への応用に限らず，最も検討されている高分子の一つで
ある(Sakai et al. 2008; Taepaiboon et al. 2006; Wang et al. 2012; He et al. 
2009; Xu et al. 2013; Cao et al. 2012)．また PVA は単一での紡糸だけではなく
紡糸が困難な材料，例えば薬剤(Taepaiboon et al. 2006)，天然高分子(Xu et al. 
2013)，ナノ粒子(He et al. 2009)の補助紡糸材として検討されている．PVA 静電
紡糸不織布の生産における課題として，供給される溶液の生産効率が低いこと
があげられる．これは PVA 溶液の静電紡糸において溶媒として水が用いられる
が(Taepaiboon et al. 2006; Li et al. 2013)，水は静電紡糸の溶媒として適してい
ないためである．静電紡糸不織布の生産効率の高い有機溶媒を用いた高分子溶









る (Zhu et al. 2009; Yao et al. 2003)．本章では，N,N-ジメチルホルムアミド






要な酵素であるリパーゼ(Noureddini et al. 2005)の固定化担体として有用であ
ると報告されている(Sakai et al. 2008; Wang and Hsieh 2008)．リパーゼは有
機溶媒を用いた工業プロセスにおいて使用される酵素であり(Hasan et al. 
2006)，エステル交換反応(Sakai et al. 2008)，エステル化反応(Hasan et al. 
2006)，アミノリシス反応(Badjic et al. 2001)，アシル交換反応(Yagi et al. 1990)，














 PVA 粉末(Mw 146,000-186,000, Sigma-Aldrich)を蒸留水と混合し，120˚C に
て 20 分間処理することで 15 wt% PVA 水溶液を調製した．既定量の DMF を
PVA 水溶液に添加し，Table 2-1 に示す組成の PVA 溶液を調製した．静電紡糸
は既報(Sakai et al, 2008)に従い行った．5 ml のプラスチックシリンジに溶液を
充填し，シリンジポンプを用いて供給速度 1.5 mL/h にてステンレススチールの
針(20G)から溶液を吐出し，任意の距離に設置した回転式金属ドラム(コレクタ
ー)に向けて任意の電圧にて紡糸した (Fig. 2-1)．特記がない場合には，針とコ





まれる PVA とリパーゼ粉末の割合から算出し 0.667 mg-protein/g-fiber であっ
た．ファイバーの直径は，走査型電子顕微鏡(SEM，model S-2250N, Hitachi 
Ltd.)により観察，撮影した写真から 100 本以上の異なる繊維を測定し算出した． 
 
2.2.1.2 紡糸溶液の物性評価 




























Table 2-1  Compositions and properties of PVA aqueous solutions
 
  Concentration (wt%)     












































































面張力はペンダントドロップ法(Fordham 1948; Stauffer 1965)により液滴 20
個を測定して求めた．溶液の温度は 25˚C として測定した． 
 
2.2.1.3 生産効率の測定      
 PVA 静電紡糸不織布の生産効率は，30 分間の静電紡糸においてコレクターに
捕集されなかった PVA 溶液の溶液量，つまり針とコレクターの間に落下した溶
液または 5 分おきに針から拭き取った溶液を回収し，次式により算出した． 
 
生産効率 (%) = 100×{[1-(紡糸されなかった紡糸溶液量) / (30 分間に吐出された
紡糸溶液量)]} 
 





よる反応開始後 2-20 分の転化率(転化率 30%以下)を測定し反応初速度を算出し
た．触媒は，リパーゼ固定化 PVA 静電紡糸不織布(リパーゼ 20 µg を含む不織布
30 mg)またはリパーゼ粉末(リパーゼタンパク質 20 µg を含む粉末 2.7 mg)を用
いた．反応溶液量は 10 ml とし，反応容器は容積 20 ml の蓋のできるガラス容
器を用いた．反応溶液はシェイキングインキュベーター(SI-300C, AS ONE 
Corp.)を用いて 35˚C にて 1400 rpm で撹拌し反応を進行させた．  






安定性を評価した．不織布 14 mgを直径 2.0 mmのテフロンチューブに充填し，
反応温度はウォーターバスにより制御した．基質溶液として(S)グリシドール(20 
mM)と酪酸ビニル(300 mM)を含むイソオクタン溶液を線速度 5.4 mm/minにて
7 日間流通した．この線速度は出口転化率が 30%程度となるように設定した． 
 
2.3 結果および考察     
2.3.1 ポリビニルアルコール静電紡糸不織布の生産効率    
 既報(Taepaiboon et al. 2006; Son et al. 2005)の PVA 溶液の静電紡糸におい
て，溶媒には水が用いられてきた．水のみを溶媒として用いた場合の生産効率
は非常に低く，生産効率は 15%であった (Fig. 2-2)．そこで DMF を混合溶媒と
して添加することにより生産効率の向上を検討した結果，DMF を 3.4 wt%，6.9 
wt%，10 wt%添加した場合に，水のみを使用した場合と同様に不織布が得られ
(Fig. 2-3)，生産効率は 51%，68%，92%となり DMF の濃度に比例して生産効
率は飛躍的に向上した．さらに高い DMF 濃度域での生産効率の変化を測定しよ
うと検討したが，DMF 濃度を増加すると粘度が増加し，溶液が均一ではなくな
ったため 10 wt%を上限とした．  
 
2.3.2 不織布の構造解析  
不織布を SEM 観察し，さらに撮影した写真より不織布繊維の繊維径を測定し
た．Fig. 2-4 より印加電圧，電極間距離，PVA 濃度を変化せず，DMF の添加の
みの効果により高い生産効率にて PVA 静電紡糸不織布を紡糸可能であることが




Fig. 2-2 Productivity of PVA fibers electrospun from 10 wt% PVA solutions 
containing DMF at 0, 3.4, 6.9 and 10 wt% . The bars represent standard 
deviations (n = 3). 
 
 
Fig. 2-3 SEM images of PVA fibers electrospun from 10 wt% PVA solutions 
containing DMF at 0 (A), 3.9 (B) and 10 wt% (C) under applied voltage of 20 









Fig. 2-4. Fiber diameters of PVA fibers electrospun from 10 wt% PVA aqueous 
solutions containing DMF at 0, 3.4, 6.9 and 10 wt%. The bars represent 








水のみを用いて紡糸した場合には 580±38 nm であった繊維径は，DMF を 10 
wt%添加すると 1230±254 nm に増加した．DMF 濃度の増加にともなって繊維
径は増加したが，繊維径は印加電圧により制御可能であることが知られており，





 2.3.3 紡糸溶液の物性評価 
静電紡糸法において，溶液粘度と表面張力は紡糸に大きく影響を与える因子
として知られている (Pattamaprom et al. 2006; Zhu et al. 2009; Yao et al. 
2003)．DMF の混合による PVA 静電紡糸不織布の生産効率の向上について原因
を議論するために，それぞれの溶液の粘度と表面張力を測定した． 
結果として，溶液粘度は DMF 濃度の増加とともに増加した．DMF を 10 wt%
含む PVA 溶液の粘度(4.3 Pa·s)は DMF を含まない溶液の粘度(3.2 Pa·s)よりも
36%高かった．これは，PVA の高分子鎖と DMF 分子との相互作用が水との相
互作用よりも強いためであると考えられる．また DMF を 3.4 wt%含む PVA 溶




れたため，DMF を添加した場合と同等の粘度をもつように PVA 濃度を調整し
生産効率の測定を行うことで粘度と生産効率の関係を評価した．PVA 濃度を
10wt%から 10.3 wt%に増加し，生産効率を測定した結果，10.3 wt%PVA 水溶
18 
 
液の粘度は 3.9 Pa·s となり DMF 6.9 wt%と DMF10 wt%を含む PVA 溶液の粘
度の間の値となった．しかしながら DMF を添加した場合と同等の粘度を有する
10.3 wt%PVA 水溶液の生産効率は 16%であり，DMF 6.9, 10 wt%添加した場合
の生産効率 68%，92%の両方よりも大幅に低かった．これらの結果より，DMF





ることにより溶媒が蒸発し，高分子の繊維化が開始される(Reneker et al, 1996)．
表面張力の低下による生産効率の向上は，表面張力の低下によりテイラーコー
ンを形成するために必要な電圧が低下したためであると考えられる 




 DMF を添加することで PVA 静電紡糸不織布の生産効率が飛躍的に増大する








Fig. 2-5.  Initial reaction rates (A) and time-conversion plots (B) of naked 
lipase (powder lipase), and immobilized lipase on PVA fibers electrospun 
from 10 wt% PVA aqueous solutions containing DMF at 0, 3.4 and 10 wt%. 
The numbers I, II and IV corresponds to the solvent samples denoted in 





高い反応初速度を示した．この結果は，既報(Sakai et al. 2008)において





場合は，リパーゼは PVA 溶液に溶解し，約 1 マイクロメートルの微細繊維に均
一に分散し包括されるためより多くのリパーゼが基質分子と容易に接触できる
ことから反応速度が向上すると考えられる(Sakai et al. 2008; Wang and Hsieh 















































Fig. 2-6.  Stability of catalytic activity of lipase encapsulated in PVA fibers 
electrospun from 10 wt% PVA aqueous solutions containing DMF at 0 and 10 









 2.4 結言 
DMF と水の混合溶媒を PVA 溶液の静電紡糸に用いることで，生産効率の向
上を検討し，以下の知見を得た． 




(3) DMF を用いて調製したリパーゼ固定化 PVA 静電紡糸不織布が水のみか
ら調製した不織布と比較して 1.5 倍の反応初速度を示した． 
(4) 管型反応器を用いた長期安定性評価において DMF を用いて調製したリ
パーゼ固定化 PVA 静電紡糸不織布は測定期間中に急激な転化率の低下はなく，
8 日目には出口転化率が 10%低下したのみであった． 
























高い化学的または熱的安定性を有しており，触媒化学 (Van de Vyver et al. 
2012) ，エネルギーデバイス (Yan et al. 2006)，センサー (Liu et al. 2009)，
環境浄化 (Porada et al. 2012)の分野で盛んに研究が行われている．これまで開
発されているカーボン材料の形状として，粉末 (Sun and Li 2004)，繊維 (De 
Volder et al. 2013)，薄膜 (Novoselov et al. 2004)があげられるが，近年，静電
紡糸法を用いて調製される微細なカーボンファイバー不織布が注目を集めてい
る(Inagaki et al. 2012)．静電紡糸不織布の細孔構造は，大きな細孔 (繊維間の
空隙)，マクロ細孔 (>50 nm)，メソ細孔 (2-50 nm)，ミクロ細孔 (<2 nm)の 4
















理することにより平均 12 nm のメソ細孔を形成する手法が報告されている 
(Kim et al. 2007) ．この手法はカーボンの前駆材料となる PAN と犠牲鋳型とな
る PMMA を静電紡糸し，焼成することによって細孔構造を形成する手法である
が，静電紡糸プロセスにおける紡糸可能性の観点から混合可能な PMMA の最大





















Fig. 3-1 Schematic illustration of procedure of stepwise fabrication of 
nanoporous carbon fibers by combination of electrospinnning, CVD reaction 









剤として，ポリビニルアルコール (PVA)を使用した．まず PVA 粉末(Mw 
146,000-186,000, Sigma-Aldrich)を蒸留水と混合し，120˚C にて 20 分間処理す
ることで 15 wt% PVA 水溶液を調製した．1 wt%塩化コバルト水溶液 3.9 g を撹
拌しながら少しずつシリカナノ粒子分散液(Snowtex 30, Nissan chemical. Co.) 
8.4 g に滴下した．塩化コバルトはカーボンの蒸着を促進するために混合した．
シリカナノ粒子を含む塩化コバルト水溶液を PVA 水溶液 8.5 g と DMF1.7 g を
混合し，第 2 章と同様の手法により静電紡糸した．5 ml プラスチックシリンジ
とステンレススチールの針(20G)を用いて電極間距離 15 cm，溶液の供給速度 




C/min にて 500˚C まで昇温し，5 時間焼成した．次にカーボン蒸着をアルコー
ルを用いた化学気相成長(CVD)法により行った．石英管 (長さ 60 cm)の中に不
織布を置き，メタノール溶液を通気した窒素ガスを 200 cm3/minにて供給し 600
˚C にて一定時間焼成することで CVD を行った．アセトンと蒸留水で不織布を




3.2.3 TEM-EDX による構造解析 
 調製した不織布を蒸留水に分散し，TEM 用電子顕微鏡用グリッドに滴下，乾
燥した．エネルギー分散型 X 線分析装置を備えた透過型電子顕微鏡(TEM-EDX, 
H-800EDX, Hitachi Co.)を用いて，加速電圧は 200 kV にて不織布の構造観察と
28 
 
元素分析を行った．     
 






3.2.5 シート抵抗測定による導電性評価    
 不織布へのカーボンの蒸着量を評価するために，シート抵抗測定により導電











3.3.1 静電紡糸と TEM-EDX を用いた構造解析 
 塩化コバルトとシリカナノ粒子を含む PVA 静電紡糸不織布を調製した．静電
紡糸後に白い不織布 (Fig. 3-2(a)) が得られ，500˚C にて 5 時間焼成することで
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薄い青色の不織布 (Fig. 3-2(b)) が得られた．薄い青色は塩化コバルトが水和さ
れていない状態で含まれていることを示している(Tsigara et al. 2007)． 
TEM 観察結果において PVA 除去後には，繊維の電子透過性が向上し繊維中の
粒子の形状がより明確に観察された (Fig. 3-2(a), (b))．この結果より，シリカナ
ノ粒子が主な構成物であることが示唆された (Fig. 3-2(b))．次に，CVD による
カーボンの蒸着を行った．CVD 後には TEM 観察において大きな構造変化は観
察されなかった (Fig. 3-2(c)) が，不織布の色は白から黒へと変化した．この色
の変化から不織布の内部または外部にカーボンが蒸着したことが示唆された．
さらに調製した不織布を水酸化ナトリウム水溶液に浸漬し 80˚C で 24 時間処理
することで，内部に含まれるシリカナノ粒子を除去し，メソ細孔の形成を行っ
た．結果として，水酸化ナトリウム処理後にも不織布の構造は保たれ (Fig. 
3-2(d)) ，電子透過性の高い繊維と細孔構造が観察できた (Fig. 3-2(d)) ．EDX
により不織布の元素分析を行い，水酸化ナトリウム処理の影響を評価した．Fig. 
3-3(a)-(f) に走査透過型電子顕微鏡 (STEM) 像と Si，Co の元素分析の結果を示
す．CVD 後には Si のシグナルが強く検出されたことからシリカが多量に含まれ
ることが確認された (Fig. 3-3(c)) ．水酸化ナトリウム処理後には Si シグナルは
ほぼ検出されなくなったこと (Fig. 3-3(d)) からシリカはほぼ残っていないこと
が示された．この結果は，シリカとカーボンの複合材料を 1M NaOH 水溶液に
て 100°C にて処理することでほぼ全てのシリカを除去しナノポーラスカーボン
を調製した結果(Jun et al. 2000)と一致する．一方，Co のシグナルは弱く，位
置の特定，水酸化ナトリウム処理の影響を評価することは困難であった (Fig. 






Fig. 3-2  Photographs and TEM images of the PVA/CoCl2/silica NP fibers as 
spun (a), after heat treatment at 500 °C for 5 h in air (b), after CVD reaction 





Fig. 3-3  STEM images (a, b) and element mapping by EDX spectroscopy of 





 調製した不織布の細孔構造を窒素の吸脱着により評価した．Fig. 3-4 に CVD
後と水酸化ナトリウム処理後の不織布を用いて測定した窒素吸脱着等温線と細
孔径分布を示す．水酸化ナトリウム処理後の不織布では，H1 型ヒステリシスル
ープとともに IV 型の吸着等温線が得られた (Fig. 3-4(a))．球形の細孔が多数焼
結した構造体にて H1 型のヒステリシスループが得られたと報告されている 
(Kang et al. 2002)ことから，ナノ粒子を鋳型とした細孔の存在が示唆された． 
また BJH 法により算出した細孔径分布より，水酸化ナトリウム処理後の不織
布に多くのメソ細孔 (2-50 nm) とマクロ細孔 (>50 nm) が存在することが明
らかとなった (Fig. 3-4(b))．これは，複数のシリカナノ粒子が焼結し鋳型となっ
て細孔を形成したためであると考えられる．窒素吸着法により測定した CVD 後
と水酸化ナトリウム処理後の不織布の BET 表面積，細孔容積を Table 3-1 にま
とめた．BET 表面積は水酸化ナトリウム処理により 4 倍に増加した．またメソ
細孔容積は 0.26 から 1.33 cm3/g へと増加した．得られたメソ細孔容積を既報
(Kim et al, 2007)と比較した結果，本章において調製した不織布は約 3 倍のメソ
細孔容積を有していることが明らかとなった．さらに，Fig. 3-4(b)より細孔容積
が 19 nm にて極大値を示していることから，粒子径 15 nm のシリカナノ粒子が
鋳型となってメソ細孔が形成した可能性が示唆された．メソ細孔容積の増加に
伴って全細孔容積も 0.37 から 1.67 cm3/g と大幅に増加した．得られた不織布の
全細孔容積は，ポリビニルピロリドン(PVP)を鋳型として PAN と混合し静電紡
糸した不織布を焼成することによって調製したカーボンファイバー不織布の全





Fig. 3-4  Nitrogen adsorption/desorption isotherms (a), and pore size 
distributions (b) for the fibers after CVD reaction at 600°C for 24 h, and after 
NaOH treatment at 80°C for 24 h. STP, standard temperature and pressure 









Table 3-1  Surface area and pore volume distributions of the fibers 
SBET Vmicroa Vmesob Vmacroc Vtotal 
(m2/g) (cm3/g) (cm3/g) (cm3/g) (cm3/g) 
Fibers after CVD 82 ND 0.26 0.11 0.37 
Fibers after NaOH 
treatment 
318 0.02 1.33 0.32 1.67 
a Volume of micropores (<2nm). b Volume of mesopores (2-50nm). cVolume of  













3.3.3 シート抵抗への CVD 時間の影響 
 CVD 後に得られる不織布の導電性を調べることによりカーボン蒸着の進行度
を評価した．CVD 時間 15 分では，導電性は示さなかった．そこで反応時間を 1
時間まで延長したところ導電性を示し，シート抵抗は 477 ± 66.4 Ω/□ (n = 3) で
あった．さらに反応時間を 5 時間にすることで，抵抗値は 56.3± 1.47 Ω/□ (n = 3) 
に低下した．反応時間を 24 時間とした場合は，抵抗値は 35.1± 4.82 Ω/□ (n = 3) と
5 時間の場合と同等の値を示したことから， CVD を 5 時間行うことで繊維の内
外を覆うために十分な量のカーボンが蒸着したと考えられた．これらの抵抗値
は，既報(Inagaki et al. 2012)において調製されたカーボンファイバー不織布の抵
抗値よりも高い．カーボン材料はその結晶構造の差異により導電体にも半導体
にも成り得るとされており(Ebbesen et al. 1996)，CVD において原料，圧力，温度
を制御することで電気的特性，結晶性を制御可能であることから(Kumar and 





る．Fig. 3-6 に CVD を 24 時間行い，水酸化ナトリウムを処理した後の不織布
のラマン分光分析の結果を示す．1358 cm-1と 1581 cm-1のピークはそれぞれ D
バンド，G バンドと呼称され，前者はグラファイトの結晶構造の欠陥構造に起
因するピーク，後者はグラファイト様の結晶構造に起因するピークである 
(Robertson 2002)．D バンドと G バンドの比 (D/G 比) はカーボン材料の結晶性
を評価する指標として用いられる (Ferrari and Robertson 2000)．調製した不








Fig. 3-5  Effect of CVD reaction time on sheet resistivity of the fibers after 





























ナノ粒子を分散した PVA 溶液の静電紡糸と CVD を組み合わせてメソ細孔を有
する静電紡糸不織布と同様の構造を有する不織布の調製を検討し，以下の知見
を得た． 
(1) 塩化コバルトとシリカナノ粒子を含む PVA 溶液を静電紡糸し，空気焼成に
より PVA を除去することで，シリカナノ粒子を主な構成物とする不織布を調製
した． 





















第 4 章 その場(in situ)合成した金ナノ粒子担持静電紡糸ファイバー不織布 
の触媒活性制御   
 
4.1 緒言  
 特異な触媒活性を示す金属ナノ粒子として，金ナノ粒子がある (Haruta et al. 
1987; Haruta 1997) ．金ナノ粒子の触媒活性はサイズに依存して，5 nm 以下
の粒子が特に高い活性を示すと報告されている (Haruta 1997; Lopez et al. 
2004)．金ナノ粒子を触媒として使用する場合には，回収，再利用を容易にする
ために固体表面への担持を行うことが求められる．そのため粒子径を 5 nm 以下
に保ちながら固体表面に担持する技術の開発が求められてきた．近年，高い多
孔性と物質透過性を兼ね備えた担体として静電紡糸不織布への金ナノ粒子の担
持が盛んに検討されている (Fang et al. 2011; Kim and Ahn 2008; Wang et al. 
2007; Zhu et al. 2012)．多孔性の高い静電紡糸不織布を担体として用いること
により触媒体積当たりの金ナノ粒子の触媒活性を飛躍的に向上することが可能
になると考えられる(Fang et al. 2011; Anka et al. 2012)．金ナノ粒子の合成に
おいて 5 nm 以下の粒子径に抑えるためには，金原子と化学的に相互作用する
官能基の利用が必要である．金原子と強く相互作用する官能基としてアミノ基 




静電紡糸不織布材料として注目検討されている(Zhu et al. 2012; Anka et al. 











り (Zhu et al. 2012; Anka et al. 2012)，本章では紫外線照射による合成を選択
した．塩化金酸に波長 250-400 nm の紫外線を照射することにより金ナノ粒子









種と反応し還元されると考えられている (Wunder et al, 2010; Zhang et al, 









Fig. 4-1 Schematic illustration of in situ formation of gold nanoparticles in/on 







4.2 実験    
4.2.1 塩化金酸とポリアクリロニトリル混合溶液の静電紡糸と紫外線照射 
まず PAN と塩化金酸を混合し紡糸溶液の調製を行った．PAN (Polysciences 
Inc., Mw 150, 000) を 14 wt%となるように DMF に分散し，50 ˚C にて透明
になるまで加熱した．塩化金酸四水和物粉末 (Kanto Chemical Corp.)を 1，5，
10 wt%となるように DMF に溶解した．調製した PAN 溶液と塩化金酸四水和
物溶液を混合して 1 時間室温にて撹拌した．調製した溶液を第 2 章で述べた手
法と同様に静電紡糸した．紡糸溶液を 5 ml のプラスチックシリンジに充填し，
供給速度 2.0 ml/h にてステンレススチールの針(20G)から吐出し電圧 20 kV を
印加することで静電紡糸し，距離 15 cm 離れたコレクターに捕集した．捕集し
た不織布は，真空乾燥を 48 時間行った後，冷蔵保存した．塩化金酸と PAN の
混合溶液から調製した不織布を全溶質量中に含まれる金濃度をもとに Au3，
Au13，Au21 と呼称した．不織布をピーク波長 253.7 ナノメートルの紫外線ラ






Hitachi Ltd.)，電界放出形走査電子顕微鏡 (FE-SEM，S-5000L，Hitachi Ltd.)，
および透過型電子顕微鏡 (TEM，H-800，Hitachi Ltd.)を用いて観察した．TEM
観察により観察された金ナノ粒子の粒子径を測定した．5 枚以上の TEM 写真か




ると報告されている(Marx et al. 2011)．紫外線照射による金ナノ粒子の形成の
みを評価するために，紡糸後の不織布に存在していた粒子よりも大きな粒子径
の粒子を全てのサンプルにおいて測定対象外とした．また金ナノ粒子の形成を 
UV-vis，X 線光電子分光 (XPS)，X 線回折(XRD)スペクトルの測定により評価




を水に分散した．反応液として 10 mM 4-NP (12.2 µl)，2 M NABH4 (24.4 ml)，
蒸留水 (1.46 ml) を石英キュベット (1 cm)に添加し，さらに不織布分散液(150 
µl)を添加することにより反応を開始した．水素化ホウ素ナトリウム (NaBH4，
Wako Pure Chemical Industries Ltd.)の存在下，4-NP (Wako Pure Chemical 
Industries Ltd.)から 4-アミノフェノール(4-AP)への還元反応を行い触媒活性を
評価した(Fang et al. 2011; Koga et al. 2010; Chang and Chen 2009; Kuroda et 
al. 2009; Huang et al. 2009)．任意の時間経過後に分光光度計 (V-630BIO，
JASCO Co.)を用いて 200-500 nm の範囲にて反応液の UV-vis スペクトルを測
定した．触媒量は触媒体積が一定となるように Au3，Au13，Au21 不織布のそ
れぞれについて 0.07，0.14，0.20 mg-fibers/ml とした．触媒体積は PAN と金








4.3 結果および考察        
4.3.1 金ナノ粒子担持 PAN 静電紡糸不織布の調製と SEM 観察 
 塩化金酸とPANの混合不織布を調製と紫外線照射による金ナノ粒子の形成を
行った．紫外線照射による金ナノ粒子の担持は化学的手法と比較して，形成を
制御可能である，廃液の処理が必要ないという利点がある(Sakamoto et al. 
2009)．塩化金酸濃度，紫外線照射時間をパラメーターとして変化し，金ナノ粒
子の形成制御を検討するため，まず塩化金酸と PAN の混合溶液の静電紡糸を行
った．結果として，黄色の不織布が得られ(Fig. 4-2 (a))，SEM 観察より直径 300 
nm 以下の微細な繊維で構成されていることが確認できた (Fig. 4-2 (c, d, e))．
塩化金の濃度を変化しても同等の繊維径の不織布が得られた．調製した不織布
に紫外線を 1 日間照射した結果，不織布の色は紫色へと変化した(Fig. 4-2(b))．
金ナノ粒子は，表面プラズモン共鳴現象により赤色や紫色を示す(Nath and 
Chilkoti 2002)．また FE-SEM により紫外線を 5 日間照射した Au13 不織布の
表面を観察したところ，ナノ粒子の存在が多数観察された (Fig. 4-3)． Fig. 4-4
に Kurihara らによって提案されている塩化金への光照射による金ナノ粒子の
直接形成機構を示す(Kurihara et al. 1983)．塩化金酸に含まれる Au3+イオンが
光照射により励起され不安定な Au2+へと変化する．Au2+が Au+と Au3+に不均一
化した後，Au+が光子を吸収することで還元され金ナノ粒子が形成されると考え






Fig. 4-2  Photographs of Au21 fibers before (a) and after (b) UV irradiation 



























Fig. 4-4  Proposed mechanism of photochemical assembly of gold 










4.3.2 金ナノ粒子担持静電紡糸不織布の TEM 観察と分光分析 
紫外線照射により形成したナノ粒子の観察と粒子径測定を行うために，不織
布の TEM 観察を行った．TEM 写真より塩化金酸と PAN の混合不織布に紫外
線照射を行うことで微細な金ナノ粒子が形成され，粒子径は照射時間に伴って
増大することが示唆された．また金ナノ粒子の粒子径を測定したところ，紫外
線を 1，3，5 日間照射した場合の金ナノ粒子の粒子径は，それぞれ 2.7 ± 1.4，
5.0 ± 1.4，5.2 ± 1.6 nm (n = 3)であった．この粒子径は既報において紫外線照射




て評価した．Au3，Au13，Au21 不織布に紫外線を 5 日間照射し TEM 観察によ
り金ナノ粒子の粒子径を測定した．塩化金の濃度を増加すると金ナノ粒子の粒




が確認でき (Fang et al. 2011; Zhu et al. 2012)，XPS スペクトル，XRD スペク









Fig. 4-5  TEM images of AuNPs in/on Au21 fibers prepared by UV 
irradiation for 0 (a) 1 (b), 3 (c), 5 (d) days. (e) High-resolution TEM image of 








Fig. 4-6  (a)XPS spectrum of Au 4f, (b) UV-vis spectrum of AuNPs in/on 
Au21 fibers prepared by UV irradiation for 5 days. (c) XRD patterns of Au21 








Fig. 4-7  UV-vis spectra of 4-NP aqueous solution catalyzed with the AuNPs 
in/on Au21 fibers prepared by UV irradiation for 5 days (a) and with bare 
PAN fibers free from AuNPs (b). 
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4.3.3 4-ニトロフェノールの還元反応における触媒活性評価  
金ナノ粒子の触媒活性を 4-NP の還元反応を用いてモデル反応として評価し
た． Fig. 4-5 に反応液の UV-vis スペクトルの経時変化を示す．400 nm 付近の
ピークは 4-ニトロフェノレートイオンのピークである．金ナノ粒子を担持した
不織布を添加した場合 (Fig. 4-7(a)) には，金ナノ粒子を含まない不織布を添加













の関係を評価した結果，TOF は金の濃度の増加と反比例した． Au21 を用いた










Fig. 4-8  Effect of Au concentration on first order rate constant and turn 
over frequency in reduction of 4-NP with NaBH4 using Au3, Au13, Au21 
fibers prepared by UV irradiation time for 5 days. The bars represent 









Fig 4-9 Effect of UV irradiation time on first order rate constant in reduction 
of 4-NP with AuNPs in/on Au21 fibers prepared by UV irradiation for 







次に，Au21 不織布を用いて紫外線照射時間と反応速度定数の関係を評価した  
 (Fig. 4-9)．紫外線の照射時間を 1，3，5 日と増加するにつれて反応速度定数は
2.7×10-2，1.1×10-2，3.7×10-3 s-1と減少した．この変化を粒子径の変化と比較す
ると，照射時間 1 日間と 3 日間のサンプルでは反応速度定数と粒子径の間に反
比例関係が見られたが，照射時間 3 日間と 5 日間の場合には粒子径は変化して
いないにもかかわらず，反応速度定数は大きく減少した．この原因は明らかで
はないが，可能性として TEM 観察による粒子径の測定精度に限界があり，5 nm
以下の微細な粒子の絶対数が減少していた可能性が考えられる．また，紫外線
の照射時間を 1，3，5 日と延長するにともなって金の物質量当たりの反応速度
定数は，8.3×10-2，3.4×10-2，11×10-3 s-1 µmol-Au-1となり TOF は 71，29，9.4 
h-1と変化した．この反応速度定数および TOF は，これまで報告されてきた様々
な材料から調製した金ナノ粒子触媒と同等である (Table 4-1)．これらの結果よ


















Table 4-1 Summary of reported AuNP catalysts and their catalytic activities of 







Au based rate 
constant  
(s-1▪µmol-Au-1) 
TOF (h-1) Ref. 
1 Cellulose < 5 1.0 ×10-2 35 
(Koga et 
al. 2010) 
2 Chitosan 3.1 5.0 ×10-3 50 
(Chang and 
Chen 2009) 
3 PMMAa 6.9 9.0 ×10-2 89 
(Kuroda et 
al. 2009) 
4 PDMAEMA-PSb 4.2 2.3 ×10-3 0.67 
(Zhang et 
al. 2007) 
5 α-Cyclodextrin 20 7.8 ×10-2 34 
(Huang et 
al. 2009) 
6 PAN 4.7 - 5.2 
8.3 ×10-2- 
11 ×10-3 
9.4 - 71 This study 
aPoly(methyl methacrylate). bPoly(2-(dimethylamino)ethyl methacrylate) grafted 









4.4 結言      
 塩化金酸を含むPAN静電紡糸不織布において金ナノ粒子のその場合成を検討
し，以下の知見を得た．  
(1) 不織布中の金の濃度を 3，13，21%として紫外線照射 5 日間において得ら
れる金ナノ粒子の粒子径への影響を評価した結果，粒子径は 4.8 ± 1.2，5.4±
1.4，5.2±1.6 nm (n = 3)と大きな差異は見られなかった． 
(2) 対して，紫外線照射時間を 1，3，5 日間として Au21 において得られる金
ナノ粒子の粒子径への影響を評価した結果，粒子径は 2.7 ± 1.4，5.0±1.4，5.2±1.6 
nm (n = 3)と変化した． 
(3)  4-NP の還元反応において，不織布質量中の金の濃度 3，13，21%に対し
て紫外線照射 5日間において得られるそれぞれの反応速度定数を評価した結果，
Au21 を用いた場合の反応速度定数は 4.0 × 10-3 s-1であり，Au3 を用いた場合の
反応速度定数 (1.1 × 10-3 s-1) の約 4 倍であった． 
(4)  4-NP の還元反応において，触媒回転頻度 (TOF) は，金の濃度の増加と
反比例した．Au21 を用いた場合の TOF は 5.4 h-1であり，Au3 を用いた場合の
TOF (30 h-1) の 1/5 であった．この結果より，金の濃度を増加することにより
触媒として基質と接触可能な金ナノ粒子の数が減少していることが示唆された． 









第 5 章 酵素固定化静電紡糸不織布の電気化学的リサイクルと流通管型反応器
を用いた連続反応プロセスへの適用      
 




(Galliker et al. 2010; Garcia-Galan et al. 2011; Corman et al. 2010; Zhu et al. 
2007; Jiang et al. 2005)．一方で，酵素を用いた生物反応工学プロセスにおいて
もその他の反応工学プロセスと同様に効率的な連続反応系への適用が好まれる 
(Sakai et al. 2008; Wang et al. 2014)．しかし，微粒子担体の多くは流通反応系
に適用できず流動層反応器，粉相流反応器などを用いた回分操作での利用に限
定されている．そこで触媒を流通反応系へ適用可能にする繊維状担体として静
電紡糸不織布が検討されてきた(Sakai et al. 2008; Wang et al. 2009; Xu et al. 
2013)．一方で，酵素は立体構造変化などにより時間経過とともに機能を失う．
固定化酵素は担体を含め失活までのみの使用を想定されているが，静電紡糸不





(SAM) 膜を形成することが知られている (Schlenoff et al. 1995; Love et al. 
2005)．様々なチオール化合物を用いることにより任意の官能基を提示すること
ができるため，SAM 膜上へのタンパク質(Sigal et al. 1996)や細胞の固定化(Luk 
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et al. 2000)が検討されている．またチオールを用いて金表面上に形成した SAM
膜は負電圧を印加することにより電気化学的に脱離することが知られており 
(Tencer et al. 2013; Tencer and Berini 2008)，これまでに SAM 膜上に固定化
したタンパク質 (Balasubramanian et al. 2006; Mallon et al. 2010)や動物細胞





に示す．モデル酵素および基質として Trametes versicolor 由来のラッカーゼと
2,2'-アジノビス(3-エチルベンゾチアゾリン-6-スルホン酸アンモニウム) (ABTS)
を用いた．ラッカーゼは，フェノール類を酸化するフェノールオキシダーゼで
あり，2,4-ジクロロフェノールの分解 (Xu et al. 2013)や多環芳香族炭化水素の
除去 (Dai et al. 2013)など水質浄化プロセスへの利用が検討されている．ABTS





ンと PAN の 2 種類の高分子の静電紡糸不織布への無電解金メッキを検討した．
無電解金メッキ法は，固体表面に存在する金属の触媒活性を利用した金のコー
ティング法であり(Brown and Natan 1998; Brown et al. 2000)，無電解金メッ
キ不織布の開発と応用が注目されている(Han et al. 2006; Guo et al. 2008; 










Fig. 5-1 Schematic illustration of electrochemical recycling of gold 









の電極部材(Marx et al. 2011)，メタノール酸化反応用触媒担体(Liu et al. 2010)
としての応用が報告されている． 
 
5.2 実験         
5.2.1 静電紡糸不織布の無電解金メッキ     
5.2.1.1 金ナノ粒子担持ポリスチレン静電紡糸不織布への金メッキと中空化  
 金メッキ不織布の調製を目的として，金ナノ粒子担持ポリスチレン静電紡糸
不織布を調製した．まずポリスチレン (Mw 280, 000，Sigma-Aldrich) を DMF
に 15 wt%となるように溶解した．次にポリスチレン溶液に塩化金酸四水和物を
最終濃度 3 wt%となるように添加し 10分間撹拌することで黄色の均一な溶液を
調製した．調製した溶液を第 2 章と同様の手法により静電紡糸した．5 ml のプ
ラスチックシリンジとステンレススチールの針(20G)を用いて電極間距離 12 cm，
印加電圧 20 kV，溶液供給速度 2.0 ml/h とした．調製した不織布を真空乾燥し
た後，60 cm 離れた距離にてピーク波長 253.7 ナノメートルの紫外線ランプ
(UV-lamp GL15，Toshiba Corp.)を用いて紫外線を 1 日間照射することにより
金ナノ粒子を形成した．次に，ポリスチレン静電紡糸不織布に無電解金メッキ
を実施した．不織布(4 mg)を直径 25 mm のフィルターホルダーにセットし，0.1 
mg/ml塩化金酸四水和物と0.02 mg/ml塩酸ヒドロキシアミン水溶液を含む水溶
液 600 ml を氷水にて冷却しながら 12 ml/min で不織布に 2 時間流通した． 
 次に，多孔性の向上を目的として，ポリスチレンの除去による繊維の中空化
を検討した．無電解金メッキ後の不織布を蒸留水で洗浄した後，真空乾燥した．
乾燥した不織布を空気中 180 °C にて 2 日もしくは 3 日間，または 350 °C もし





 次に PAN 静電紡糸不織布への無電解金メッキについて検討した．第 4 章に示
した手法を用いて金を 3 wt%含む塩化金酸と PAN の混合溶液(Au3)から不織布
を調製した．既報(Guo et al. 2008)に基づいて PAN 静電紡糸不織布への無電解
金メッキを行った．まず調製した Au3 不織布 (7.5 mg)を直径約 4.0 cm の円形
状に加工し減圧濾過器(KG-47，Advantec)に挿入した．1mM NaBH4 水溶液 500 
ml，0.02 mg/ml 塩酸ヒドロキシルアミン水溶液 1.0 L，0.2 mg/ml 塩化金酸四





(RT-70V/RG-5, Napson Corp.)を用いて厚み 75 µm の金メッキ不織布のシート
抵抗を測定した． 
 
5.2.2 自己組織化膜へのラッカーゼの共有結合固定   
 調製した金メッキ不織布の比較対象として金箔 (厚み 0.08 mm，Nilaco 
Corp.)を採用し，金メッキ不織布と金箔へラッカーゼの固定化を行った．まず，
0.1M システアミン(Wako Pure Chem. Ind. Ltd.)を含む酢酸緩衝液(0.1M，
pH5.0)に 3 時間浸漬し，アミノ末端 SAM 膜を形成した．蒸留水にて洗浄後，
8%グルタルアルデヒド水溶液中，25°C で 1 時間浸漬した．もう一度水洗を行っ
た後に，2.7 U/ml ラッカーゼを含むリン酸緩衝液(0.1M，pH7.0)に浸漬し，シ
ェイキングインキュベーター(SI-300C, AS ONE Corp.)を用い 25˚C にて回転速







5.2.3 回分反応による酵素活性の測定     
ラッカーゼ固定化金担体の酵素活性を ABTS の酸化反応を用いて測定した．
30 mM ABTS を含む酢酸緩衝液(0.1M，pH 4.0) 5.0 ml に不織布，金箔，および
遊離のラッカーゼ溶液を添加して反応を開始した．反応はシェイキングインキ
ュベーターを用いて 25˚C にて 700 rpm で撹拌しながら進行させた．任意の時
間で反応液 50 µl を分取し，リン酸緩衝液 60 µl と混合して分光光度計 
(UV2600，Shimadzu Corp.)を用いて 420 nm の吸光度を測定した．ABTS のモ
ル吸光係数は 36000 l/(mol cm)とした． 
 
5.2.4 流通管型反応器への適用      
 ラッカーゼ固定化金メッキ PAN 不織布を流通反応系へと適用した．不織布を
直径 2.0 mm のテフロンチューブに充填しウォーターバスを用いて 25°C とした．
基質溶液として 30 mM ABTS を含む酢酸緩衝液をシリンジポンプ(KDS230，





5.2.5 電圧印加によるラッカーゼの脱離     
 不織布をチタンメッシュで固定し-1200 mV を 1 時間保持した後，-1400 mV
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から-200 mV まで電位を掃引した．電圧印加には，ECflontier 製のポテンショ
ガルバノスタットを用い Ag/AgCl 電極と Pt 電極をそれぞれ参照電極，対極とし
た三電極方式により実施した．電圧印加後に不織布をリン酸緩衝液で洗浄した．
脱離の評価を酵素活性測定と XPS 分析により検討した．X 線源をアルミニウム





によって評価した．流速 3.0 ml/h で 7 日間反応を継続した．8 日目にて反応を
終了し，不織布を取り出し電圧印加により酵素を脱離した．電気化学処理を施
した不織布に SAM の形成と新しく調製したラッカーゼ溶液を用いて固定化処








外線を 1 日間照射することにより紫色の不織布が得られた(Fig. 5-2(b))．第 4 章
で述べたように，紫色は金ナノ粒子の表面プラズモン吸収によると考えられ金
ナノ粒子の形成が確認できた．次に無電解金メッキを施した結果，茶色の不織







Fig. 5-2  Photographs and/or SEM image of fibrous membrane of 
electrospun polystylene fibers before (a), after UV irradiation (b), and 











Fig. 5-3 SEM images of electroless plated polystylene fibers after calcination 
at 350 (a) or 500 °C (b) for 2h, and at 180 °C for 2 days (c) or 3 days (d). Bar in 






繊維の繊維径を測定した結果，繊維径は金メッキ処理により 0.90 ± 0.33 µm か
ら 1.49 ± 0.36 µm へと増加した．この結果より金メッキ層は約 300 nm の厚み
であることが示唆された．この不織布を SEM 観察した結果，直径の繊維径を持
つ不織布が得られた．ポリスチレンは空気中 200°C 付近で分解することが知ら
れている(Malhotra et al. 1975)．金メッキポリスチレン不織布を空気中にて焼
成することでポリスチレンを除去し中空化することにより多孔性の向上を検討
した．設定した各温度と時間にて焼成した不織布の SEM 観察写真を Fig. 5-3 に
示す．それぞれ 350, 500 °C で 2 時間焼成した不織布では断面の写真より中空構








Fig. 5-4 に調製した金メッキ PAN 不織布の写真と SEM 写真を示す．黄色の不
織布が得られ，SEM 写真より微細な繊維で構成されている様子が観察された．
SEM 観察により金メッキ前後の不織布繊維の繊維径を測定した結果，繊維径は
金メッキ処理により 243±38 nm (メッキ前，n>100)から 351±59 nm (メッキ後，
n>100) へと増加した．この結果より金メッキ層は約 100 nm の厚みであること
が示唆された．また金メッキポリスチレン不織布と比較して繊維径と金メッキ












Fig. 5-4 Photographs and SEM image of PAN nanofibrous membrane after 














不導体であったが，メッキ後には 3.5×10-2 Ω/□と既報(Han et al, 2006)と同程度
のシート抵抗値を示した．このことから調製した不織布が静電紡糸不織布の特
異な多孔質構造と電気化学的処理を行うために必要な導電性を有していること















測定した結果，不織布を用いた場合は 0.428 ±0.002 U/mm3となり，金箔を用い










Fig. 5-5 Time course plots of ABTS concentration in batch reaction of ABTS 
oxidation catalyzed by laccase immobilized on gold nanofibrous membrane. 















Fig. 5-6 Reusability of laccase immobilized gold nanofibrous membrane in 
batch reaction of ABTS oxidation. Data represent mean and standard 












 ABTS 酸化反応を回分操作により 8 回繰り返し行うことでラッカーゼ固定化 
金メッキ PAN 不織布の再使用可能性を評価した．結果を Fig. 5-6 に示す．5 回
繰り返し反応を行った後には 80.2 ±4.3%の酵素活性を維持していた．また 8 回
繰り返し後には 78.1±3.62%の酵素活性を維持していた．既報と比較した結果，
5 回使用後のラッカーゼ活性は，PAN 静電紡糸不織布(80%以下)(Xu et al, 2013)，
ココナッツ繊維(約 70%)(Cristovao et al, 2011)，メソポーラスカーボン(約





を調べた結果，流通速度を 1.5-15 ml/h と増加させるに伴って相対転化率は

















Fig. 5-7  Effect of feed flow rate on conversion of ABTS in flow-thorugh type 
reactor packed with laccase-immobilized gold nanofibrous membrane. Data 














の１つとして窒素量を分析する手法が報告されてきた(McArthur et al, 2000; 
Ma et al, 2002)．そこで，XPS を用いて不織布表面の窒素量の測定を実施した．
Fig. 5-9 に調製後，SAM 形成後，ラッカーゼ固定化後，電圧印加による脱離処
理後の不織布の Au4f，C1s，および N1s の XPS スペクトルを示す．Au4f と
N1s の強度比と Au4f と C1s の強度比を酵素固定化における指標として測定し
た結果，IN1s/ IAu4f はそれぞれ 0.027，0.150，0.223，および 0.022 と変化した．
また一方で IC1s/ IAu4f は 0.051，0.246，0.420，および 0.044 と変化し，IN1s/ IAu4f
と同じ傾向を示した．SAM 膜形成処理により N1s と C1s のピーク強度が増加
しているのは金表面に形成された SAM 膜を構成するシステアミン分子の存在





酵素固定化 SAM 膜が脱離したことが明らかとなった．  
また，SAM 膜形成後とラッカーゼ固定化後の C1s と N1s のピークシフトに
ついて考察した．酵素固定化により N1s ピークの結合エネルギーは 400.8 eV か
ら 401.4 eV にシフトした．どちらのピークもアミノ基(399.4 eV)，アミド基
(399.9 eV)由来のピークよりも高い結合エネルギーに検出された(Albrecht et al. 










Fig. 5-8 Activities of laccase immobilized on gold nanofibrous membrane in 
batch ABTS oxidation during two cycles of immobilization and 
electrochemical desorption. Relative activity was standardized against 
activity after first immobilization of enzyme. Data represent mean and 







Fig. 5-9 High-resolution Au4f (a), C1s (b), and N1s (c) XP spectra of gold 
nanofibrous membrane. Numerals on lines: 1 = before SAM formation,  
2 = after SAM formation, 3 = after enzyme immobilization, and  









びカルボニル基の炭素原子(C=O)のピークは，それぞれ 286.7 eV, 288.4 eV に検
出されると報告されており(Biniak et al. 1997)，検出されたピークは 287.2 eV







Fig. 5-10 に出口における反応開始日の転化率を 100%とした相対転化率の時間
変化を示す．7 日間の反応により相対転化率は 100%から 62.7 ±1.1%へと変化し
た．表面修飾を施したシリカゲルにラッカーゼを固定し，管型流通反応器を用
いて長期安定性を評価したところ，18 日間活性が低下しなかったという報告
(Rekuc et al. 2010)があり，さらに多孔質なセルロース担体にラッカーゼを固定
し同様に管型流通反応器を用いて長期安定性を評価したところ，100 時間活性を
維持したと報告されている(Rekuc et al. 2009)ため，表面の化学的または物理的
性質を最適化することにより，ラッカーゼ固定金メッキ不織布の長期安定性を
向上することができると考えられる．7 日目にて反応を停止し，不織布からラッ







Fig. 5-10 Stability of laccase immobilized on gold nanofibrous membrane in 
flow-through reactor operated at feed flow rate of 3.0 mL/h. The membrane 
was removed from the reactor, and the enzyme on the membrane was 
detached by electrochemical treatment. Fresh enzyme was immobilized on 
the membrane, and the stability was tested again. The relative conversion 
was standardized against conversion on the first day in the first () and 


















(2) 金メッキ PAN 静電紡糸不織布を調製し SAM 膜形成とラッカーゼの固定化
を行い調製した金メッキ不織布固定ラッカーゼは，金箔固定ラッカーゼの 226
倍酵素活性を示した． 
(3) 電気化学的処理による酵素固定化 SAM 膜の脱離を用いた金メッキ不織布
のリサイクルを酵素活性測定と XPS スペクトル測定により検討した．結果とし









第 6 章 総括         
6.1 本研究のまとめ        
本研究では，静電紡糸不織布へのナノ粒子の高分散担持技術を用いて酵素を
用いた生物反応工学プロセスへの応用を指向した新規な酵素固定化担体材料の
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